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UTILIZACION DE EXTRACTOS Y COMPUESTOS DE PLANTAS 
DEL GENERO ALLIUMCOMO CONSERVANTES EN LAS INDUSTRIAS 
ALIMENTARIA Y AGROALIMENTARIA 



descripci6n 



OBJETO DE LA INVENCl6N 

10 La presente memoria descriptiva se refiere a' la 

utilizacion de extractos y compuestos de plantas del genero 
Allium como conservadores para la industria alimentaria y 
agroalimentaria cuya finalidad es la de configurarse como una 
alternativa natural al uso sistemcitico y abusivo de 

15 determinados conservantes en los alimentos, tanto para el 
hombre como para animales, y tarnbien como respuesta al uso 
extensivo e intensivo de antimicrobianos no naturales en 
agricultura, en especial en los tratamientos post-cosecha de 
frutas, hortalizas y otros productos agroalimentarios . 

20 

CAMPO DE LA INVENCION 

Esta invencion tiene su aplicacion dentro de la 
industria dedicada a la fabricacidn de productos conservadores 
25 y aromaticos para la industria alimentaria y agroalimentaria, 
especialmente productos conservadores de origen natural. 

ANTECEDENTES DE LA INVENCION 

30 De todos es conocido el olor de las especies 

pertenecientes a este gdnero botdnico, las mas conocidas son 
el ajo (Allium sativum L.) y la cebolla (Allium cepa L . ) , 
aunque otras menos conocidas, son tambi^n muy interesantes el 
puerro (Allium ampeloprasum L. Var. porrum) , chalota {Allium 

35 ascalonicum auct.), ajo silvestre (Allium ursinum L . ) , 
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cebollino (Allium schoenoprasum L.), etc. Desde los tiempos 
m&s antiguos son conocidas estas plantas por su olor fuerte, 
sabor picante y efectos fisiol6gicos llamativos. En 1944, 
Cavallito y Bailey (1,2) descubrieron algunos de los 
5 compuestos responsables de estas propiedades, aislaron del ajo 
alicina, (1, aliltiosulf inato de alilo) y demostraron Que este 
compuesto y algunos de sus hom6logos son responsables de la 
actividad antibacteriana del ajo (1,3), f rente a cepas de 
microorganismos patogenos para el hombre; como resultado de 
10 estas invest igaciones publicaron una patente (4) . 

Investigaciones mucho mcis recientes han demostrado 
que estos productos, los tiosulf inatos , se descomponen y/o 
transforman en otros subproductos, como son los 

15 thiosulfonatos, sulfuros, disulfuros, sulf6xidos, etc., que a 
su vez poseen variedad de efectos biol6gicos al igual que los 
tiosulf inatos, como antitr6mbicos (5,6), antimicrobianos 
(7) (8), antioxidantes (9), insecticidas (10,11), etc. No 
obstante los trabajos e investigaciones acerca de la 

20 aplicaci6n en alimentos de estos compuestos como conservadores 
dentro de los alimentos es muy escasa o casi nula, y no existe 
referenda alguna al tratamiento antimicrobiano de alimentos 
susceptibles de contaminarse en su superficie por hongos o 
bacterias, como son los quesos, embutidos, alimentos frescos, 

25 alimentos precocina.dos alimentos listos para servir, etc. 
Existe alguna referenda al uso de extractos de ajo para, en 
combinacion con otros aceites esenciales, usarlo como 
insecticida ^y antifungico en plantas (12) y de Allium 
tuberosum rottler para la conservaci6n de alimentos y tambi^n 

30 como fungicida para plantas (13) . En ninguno de estos dos 
casos se alude a la aplicaci6n del extracto en la superficie 
de alimentos, acompafiado o no de recubrimientos alimentarios o 
comestibles, a fin de preservar la superficie del alimento 
libre de la accion de hongos y bacterias, como es el caso de 

35 algunos tipos de alimentos precocinados , quesos, etc., o de 
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frutas, verduras y hortalizas en tratamientos postcosecha, a 
fin que 6stos lleguen al consumidor en perfecto estado de 
consumo y con buena apariencia. 



postcosecha) son tambien niuy escasas (con la salvedad antes 
mencionada) o nulas en algunos casos. En el caso de los 
tiosulf inatos naturales, o de alguno de sus productos de 

10 descomposici6n, existen escasas referencias bibliograf icas 
para su posible uso en agricultura. Por ejemplo, alicina (1) y 
ajoeno (2) fueron ensayados f rente a algunas especies 
patogenas de vegetales in vitro (14) . Existen referencias a 
la actividad antimicrobiana de los tiosulf onatos prevenientes 

15 de la descomposici6n de los tiosulf inatos (15) (16) , asf como 
de este mismo tipo de productos pero artif iciales, como el 
hidroxipropiltiosulfonato de metilo (HPMTS) se usan para la 
conservaci6n de pinturas, barnices y aguas de torres de 
refrigeraci6n (17), otros con estas mismas propiedades estan 

20 en fase de experimentaci 6n (16) . Tambidn tiene uso comercial 
otro tiosulf onato no natural, bensultap, como insecticida 
(10) . 



25 Allium, como el ajo, la cebolla, la cebolleta, el puerro, 
etc., o de sus extractos como antimicrobianos en alimentos o 
su uso en agricultura (pre y postcosecha) , no han sido hasta 
el momento bien estudiados. 



5 



Asimismo, las referencias a su utilizacion como 
antimicrobianos en tratamientos agricolas (en cosecha o 




HPTMS Bensultap 

El uso de productos aislados de plantas del genero 
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Una faceta muy importante en la conservacion de 
alimentos, es la contaminacion superficial por hongos y 
bacterias. En alimentos curados, como el queso y los 
embutidos, es un aut&itico problema. La legislacion 
5 alimentaria europea intenta resolver esta problemitica 
mediante el uso de conservantes (18) (19), como por ejemplo 
son el Acido sdrbico (E-200) y sus sales (sal potdsica E-202 
y cdlcica E-203) , el acido benzoico (E-210) y sus sales (sal 
s6dica E-211, potasica E-212 y c&lcica E-233), los "paraJbenes " 

10 (p-hidroxibenzoato de etilo E-214 y su sal sodica E-215, p- 
hidroxibenzoato de propilo E-216 y su sal sodica E-217, p- 
hidroxibenzoato de metilo E-218 y su sal s6dica E-219) , acido 
propidnico (E-280) y sus sales (sal sodica E-281, potasica E- 
282 y cdlcica E-283) y pimaricina (E-235, un antibi6tico 

15 macr61ido-polienico) . Todos estos acidos organicos, fenoles y 
sus sales son de efectividad muy limitada, unicamente la 
pimaricina tiene una actividad antifungica muy notable en 
comparaci6n con los productos antes mencionados (ver TABLA-2) . 
Sin duda el abuso del sorbato (y resto de acidos orgdnicos y 

20 sus sales) y sobre todo de los antibi6ticos como la 
pimaricina, plantea graves problemas tanto de toxicidad (como 
por ejemplo alergias) como de resistencia de los 
microorganismos a los antibi6ticos . 

25 Por otra parte en la alimentacion animal una de las 

vias para prevenir las enfermedades de los animales es la 
administraci6n de antibi6ticos a trav6s de los piensos, dichos 
antibioticos pueden pasar a la cadena de alimentaci6n humana 
al ingerir los productos procedentes de estos (leche, 

3 0 productos carnicos, huevos, etc.), incrementando los problemas 
antes mencionados . 

El tratamiento intensivo y extensivo de plaguicidas, 
la mayorxa de ellos artificiales (20) , en los cultivos (de 
35 cereales, frutas y hortalizas, etc.) y tratamientos 
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postcosecha, tambi&i suponen un riesgo para la salud humana y 
animal asi como para el medio ambiente. 

El uso de productos naturales, que ademcis han sido 
consumidos habitualmente en nuestra dieta, por ser 
5 constitutive^ de plantas usadas en la gastronomia tradicional, 
garantiza su inocuidad y ademas nulo impacto ambiental. Las 
plantas del genero Allium han venido us&ndose en la cocina 
tradicional, al igual que en remedios curativos, durante 
milenios, tanto para hombres como para animales, demos trdndose 

10 su efectividad, utilidad e inocuidad (21) (22) . Por todo esto, 
estos productos representan una alternativa real y eficaz, 
como ahora veremos, al uso de conservantes tradicionales en la 
alimentacion (como se menciona con anterior idad) , una 
respuesta a los antibi6ticos en los piensos de la alimentaci6n 

15 animal, y un remedio eficaz contra muchas de las plagas 
microbianas que azotan las cosechas y los productos de 
postrecolecci6n . 

El solicitante conoce la existencia de las Patentes 
20 de Invencion JP8012570, JP62129224, WO9207575, KR2002057877 , 
KO1020020048347, US2508745 y EP0945066, todas ellas relativas 
a invenciones en las cuales se utilizan productos naturales 
derivados del Allium o productos afines como conservantes 
naturales, sin que en ninguna se contemplen las 
25 caracteristicas que se describen en la presente memoria. 

Igualmente, el solicitante conoce la existencia de 
las Patentes de Invenci6n UK2061987 y JP62263121, que al igual 
que las anteriores tiene una aplicaci6n similar, estando 
30 destinada esta invenci6n a la obtenci6n de composiciones 
farmac<§uticas basadas en productos similares. 
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DESCRIPCION DE IA INVENCION 

La utilizacion de extractos y compuestos de plantas 
35 del g£nero Allium como conservadores para la industria 
alimentaria y agroalimentaria que la invenci6n propone, 
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permite la obtenci6n de conservadores en alimentacion, humana 
y animal, tanto dentro de los alimentos como en su superficie, 
y tambi&i de su aplicacidn en agricultura, tanto en campo como 
en tratamientos post-cosecha. 
5 De forma mcis concreta, la utilizaci6n de extractos y 

compuestos de plantas del g£nero Allium como conservadores 
para la industria alimentaria y agroalimentaria objeto de la 
invencion, esta constituida a partir de la obtenci6n de 
extractos del agua donde se maceran ajos, y donde se comprueba 

10 su actividad antimicrobiana (23), ver TABLA-1. Los extractos 
hex&nicos (Al y A2) y con n-butanol (Bl y B2), resultaron ser 
muy interesantes comparados con los productos comerciales mis 
potentes que se aplican en alimentaci6n, como la pimaricina 
(TABLA-2) , y la agricultura ( TABLA- 3 ) . Podemos observar, que 

15 el amplio espectro de acci6n antimicrobiano, bactericida y 
fungicida, de estos extractos (y de los productos que mds 
adelante mencionamos en esta invencion) , los hacen 
interesantes para su aplicaci6n: 

20 1. Dentro de los alimentos, donde las unicas alternativas 

son el acido propi6nico y sus derivados, los £steres del 
acido parahidroxibenzoico y sus sales, el dcido sdrbico y 
sus sales, etc., ninguno de ellos tiene la actividad 
antibacteriana y antifungica demostrada por estos 

25 extractos. Claros mercados de aplicaci6n son los 

alimentos precocinados n listos para servir 1 ', que 
representan una cuota de mercado cada vez mas amplia, 
sector ldcteo, y ademas resultan ser ideales para los 
sectores m£s tradicionales como salsas, charcuterla y en 

30 preparados carnicos di versos (frescos o cocidos) . 

2. En la superficie de los alimentos, resultan ser una 
alternativa eficaz al uso de la pimaricina, para evitar 
la contaminacion superficial de los alimentos curados, 
35 tanto por hongos como por bacterias . La contaminaci6n 
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bacteriana es frecuente en quesos frescos, f rente a este 
problema la pimaricina resulta ser completamente ineficaz 
(ver TABLA-2) al igual que los otros conservantes 
autorizados ya mencionados. 
5 3. En tratamientos pre-cosecha (en cantpo) y post-cosecha 

son, como podemos ver comparando con la TABLA-3, una 
alternativa al uso de los f itosanitarios habituales, como 
son los azoles, tiabendazoles , etc. (nombres comerciales 
conocidos son por ejemplo: tiabendazol, procloraz, 

10 imazalil) (20) . Este campo de aplicacion resulta ser de 

gran importancia, debido a la total ausencia de productos 
comerciales naturales, que combinen a la vez potencia y 
un amplio espectro antifungico, como es el caso de estos 
extractos de a jo y de los productos que son objeto de 

15 esta invenci6n (comparar TABLAS-l y 3) . 

4. En combinacion con recubrimientos usados para alimentos 
(comestibles o no), pueden resultar sumamente utiles, 
porque ademas de conservar la superficie del alimento, 
este recubrimiento: a)modula la liberacion del 
conservante, b)hace su distribucion homog^nea en la 
superficie del alimento, que a veces es muy irregular, c) 
estabiliza estos productos y los hace mas eficaces en el 
tiempo. 

5. Como aromas, pues las propiedades aromdticas de estos 
compuestos son un plus, que permiten sustituir en todo o 
en parte el a jo, la cebolla, etc, o sus extractos y 
esencias, poco eficaces como antimicrobianos, de las 
formulaciones de preparados para la industria 
alimentaria, permitiendo combinar el aroma caracterlstico 
de las plantas de este genero botanico con su efectividad 
antimicrobiana . 

35 



20 



25 



30 
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Tabla 1 



MICROORGANISMOS 
ENSAYADOS 


MUESTRAS ENSAYADAS DE LOS EXTRACTOS DE 
AJO dOOOppm) 


A1 


A2 


B1 


B2 


Escheriquia coli, cect 515 


9 


9 


14 


18 


Bacillus cereus, cect 1178 


23 


24 


24 


28 


Penicillium sp, alslado de Queso 


26 


26 


37 


48 


Aspergillus teireus, aislado del Ambiente 


10 


10 


35 


44 



Datos expresados en mm del halo de inhibici6n 



Tabla-2 



MICROORGANISMOS ENSAYADOS 


PIMARICINA (d 


osis en ppm) 


1000 


500 


250 


250 


100 


62.5 


Microccocus luteus, aislado de Salchlch6n 


0 








0 




Staphylococcus aureus, aislado de Hamburguesa 


0 


0 


0 


0 




0 


Streptoccocus faecalis, aislado de Salchiohon 


0 


0 


0 


0 




0 


Bacillus megaterium, atcc 33085 


0 


0 


0 


0 




0 


Bacillus cereus, cect 1 1 78 


0 








0 




Pseudomonas aeuroqinosa, atcc 13925 


0 


0 


0 


0 




0 


Escherichia coli, cect 51 5 


0 


0 


0 


0 




0 


Salmonella typhi murium, atcc 1 331 1 


0 


0 


0 


0 




0 


Proteus vulgaris, atcc 13315 


0 


0 


0 


0 




0 


Candida albicans, atcc 10231 


16 


14 


12 


12 




10 


Saccharomyces cerevlsiae, cect 1324 


26 








26 




Pullularia pullulans, cect 2657 


23 


30 


28 


28 




24 


Penicillum funiculosum, cect 2702 


12 


12 


11 


10 




10 


Penicilium sp, aislado de Queso 


26 








24 




Aspergillus nfger, cect 2700 


20 


20 


19 


19 




19 


Aspergillus terreus, aislado del ambiente de camara 
de maduracttn de Queso 


15 








14 




Tricoderma viride, cect 2460 


18 


16 


15 


14 




13 



Datos expresados en mm del halo de inhibition. 
- Dosis no ensayada 
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TabIa-3 



% Principio activo 
en producto 
comercial 
Dosis en ppm del 

prouuciu woiiicrciai 


Procloraz 
40% 


Tiabendazol 
45% 


Guazatina 
20% 


Imazalil 
50% 


4000 


2000 


1000 


4000 


2000 


1000 


4000 


2000 


1000 


4000 


2000 


1000 


MICROORGANISMO 

o tNoAYAUUo 


























Penicilium Italicum 
CECT 2294 


35 
0 

12 


35 
0 

11 


31 
0 

8 


>40 
0 

26 


>40 
0 

26 


>40 
0 

24 


15 
35 

35 


12 
30 

30 


10 
27 

25 


50 
26 

31 


47 
23 

25 


46 
20 

20 


Geotricum candidum 
CECT 1 902 


Tricoderma 
aureoviride 

CECT 20102 


Principio activo 

uosis en ppm 


o-Fen 

6000 


I fenol 

4000 


! 60( 


ifen 

)0 


ilo 

4000 


o-fei 

6000 


lil fern 
4000 


ito Na 3 

2000 


(0% 
1000 


MICROORGANISMO 
S ENSAYADOS 


















Penicilium Italicum 
CECT 2294 


45 


45 


8 


7 


53 


33 


30 


20 


Geotricum candidum 
CECT 1902 


47 


45 


0 


0 


40 


35 


30 


7 


Tricoderma 

aureoviride j 
CECT 201 02 


42 


40 


0 


0 


35 


20 


10 


0 


Rhizopus stolonifer 
CECT 2344 


15 


14 


0 


0 


0 


0 


0 


0 



Datos expresados en mm del halo de inhibicion 



5 

Poster iormente nos planteamos como objetivo obtener 
los compuestos activos, bien de los extractos, o sintetizar 
los compuestos descritos en bibliografia con posible actividad 
biologica, encontrados en extractos de plantas del genero 
10 Allium. Una vez obtenidos estos productos, comprobamos su 
actividad antimicrobiana, y cuales podrian ser las dosis de 
uso tanto para su aplicaci6n dentro de alimentos como en 
superf icie. 
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Nuestros primeros ensayos fueron con alicina y sus 
productos de degradacion, ajoeno (2) y las vinil dithinas: 3- 
vinil-4H-[l,2]-ditiina (3) y 2-vinil-4ff- [1, 3] -ditiina (4) . 
5 Estos se prepararon de acuerdo con los procedimientos 
descritos m^s adelante. Primero sintetizamos alicina y 
analizamos su potencial antimicrobiano frente a cepas de 
microorganismos aislados de alimentos, ver TABLA 4. 

10 3 4 

Una reaccion mimetica de la descomposicion natural 
de la alicina es la descomposicion o trans formaci6n mediante 
pirolisis de la misma. La extracci6n del producto de pirolisis 

15 (C) , primero con hexano y despu^s con eter, nos rindi6 dos 
extractos: uno hex&nico (D) rico en las vinil ditiinas 3 y 4, 
di-, trisulfuro de alilo, y otros polisulfuros de alilo, y 
otro et^reo (E) , enriquecido en ajoeno. A todas estas 
fracciones les comprobamos su actividad frente a cepas 

20 aisladas de alimentos, como podemos ver en la TABLA- 5 . Todos 
ellos poseen una extraordinaria actividad, por lo que 
procedimos a aislar los principios mayor itarios, ajoeno y 
vinil ditiinas, y a cada uno de estos les comprobamos su 
actividad biol6gica frente a microorganismos aislados de 

25 alimentos y tipicos de contaminacion post-cosecha de frutas, 
TABLA- 6. 
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Tabla 4 



Microorganlsmo ensayado 


1 


100ppm 


50ppm 


25ppm 


Micrococcus luteus, alslado de Salchlchon 


32 


25 


19 


Bacillus megaterium, atcc 33085 


34 


27 


23 


Bacillus cereus, cecth78 


35 


29 


22 


Listeria monocytogenes, atcc 1531 3 


30 


24 


18 


Escherichia coli, cect 515 


21 


17 


14 


Candida magnoliae, aislado de Queso 


38 


30 


22 


Candida krusei, aislado de Queso 


29 


18 


14 


Candida parapsilosis, aislado de Queso 


17 


14 




Saccharomyces cerevisiae, cect 1324 


44 


32 


28 


Penicilium sp., aislado de Queso 


34 


26 


22 


Aspergillus terreus, aislado del ambiente de camara de 
maduracion de Queso 


25 


22 


12 


Aspergillus Niger, cect 2700 


19 


13 


10 


Datos expresados en mm del halo de inhibici6n ' 
-- Dosis no ensayada 



Tabla 5 




C (ppm) 


D (ppm) 


E (ppm) 


Microorganismos 


1000 


01 
0 
0 


ro 
cn 
0 


—k 

to 
01 


OJ 

0 


1000 


OOS 1 


NJ 
Ol 
O 


■A 

IO 
Ol 


0 
0 


1000 


Ol 

0 
0 


N> 

cn 
O 


10 

CI 


o> 
0 


Listeria monocytogenes 

ATCC 15313 


25 


20 


19 


13 


12 


14 


12 


10 


8 


0 


25 


20 


15 


11 


10 


Bacillus subtilis 
Aislado dePimenton 


40 


38 


34 


28 


0 


22 


20 


18 


12 


11 


40 


38 


35 


28 


0 


Bacillus megaterium 

ATCC 33085 


50 


50 


44 


32 


22 


27 


24 


20 


18 


16 


42 


38 


33 


26 


0 


Bacillus cereus 

CECT 1178 


37 


35 


27 


27 


0 


25 


22 


18 


16 


14 


32 


28 


24 


22 


0 


Escherichia coli 

CECT 515 


11 


9 


7 


7 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


10 


8 


7 


0 


0 


Saccharomices cerevisiae 

CECT 1324 


24 


21 


14 


11 


9 


18 


17 


14 


10 


9 


27 


22 


16 


12 


11 


Candida krusei 

Aislado de Queso 


28 


25 


17 


14 


12 


21 


18 


15 


11 


9 


25 


23 


20 


14 


13 


Candida magnoliae 

Aislado de Queso 


35 


30 


21 


15 


13 


24 


19 


13 


10 


9 


33 


25 


21 


16 


14 


Penicillium sp 
Aislado de Queso 


35 


25 


17 


9 


7 


30 


25 


18 


13 


7 


34 


27 


19 


13 


9 


Aspergillus terreus 

Aislado del ambiente de camara 
de maduraci6n de Queso 


25 


19 


11 


7 


0 


22 


14 


11 


7 


0 


24 


17 


12 


7 


0 


Aspergillus Niger 

CECT 2700 


30 


22 


15 


10 


0 


45 


40 


36 


11 


0 


28 


20 


12 


0 


0 


Geotricum candidum 

CECT 1902 


21 


17 


14 


11 


10 


21 


19 


15 


12 


10 


21 


18 


15 


12 


10 


Datos expresados en mm del halo de ' 


nhib 


ci6n 
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Tabla 6 


Microorganismos 


2 (ppm) 


3 (ppm) 


4 (ppm) 


1000 


cn 
o 
o 


ro 
cn 
o 


ro 

Ol 


1000 


Ol 

o 
o 


w 

O 


ro 

Ol 


1000 


<n 

s 


ro 

Ol 

o 


ro 

cn 


L-loltyf la 1 f lis/ ILfL>yiisyc?f too , 

ATCC 15313 


30 


20 


18 


16 


0 


0 


0 


0 


10 


8 


7 


0 


Bacillus subtllls 
Aislado de Plmenton 


62 


54 


40 


36 


12 


10 


9 


8 


15 


13 


10 


7 


Bacillus cereus 

CfcCT 1 1 7o 


36 


30 


24 


18 


10 


8 


8 


7 


12 


10 


9 


7 


Escherichia coil 

CECT S15 


13 


11 


9 


7 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


Candida krusei 
Aislado de Queso 


42 


38 


32 


26 


10 


8 


7 


0 


12 


10 


10 


7 


Penicillium $p 
Aislado de Queso 


40 


40 


27 


12 


10 


7 


6 


0 


12 


10 


8 


0 


Penicillium itaiicum 

CECT 2294 


50 


44 


24 


18 


0 


0 


0 


0 


10 


8 


0 


0 


Aspergillus terreus 

Aislado del ambiente de camara de 

maduracidn de Queso 


40 


32 


21 


18 


0 


0 


0 


0 


7 


6 


0 


0 


Aspergillus Nfger 

CECT 2700 


27 


24 


13 


11 


14 


10 


7 


0 


15 


10 


7 


7 


Geotrichum candidum 

CECT 1902 


34 


26 


20 


14 


0 


0 


0 


0 


15 


10 


7 


7 



Datos expresados en mm del halo de inhlbicibn 



Con los datos de actividad antimicrobiana, y 
determinadas las dosis de uso activo in vitro, procedimos a 
comprobar la estabilidad de los productos puros, que 
5 conoclamos de su inestabilidad, como es el caso de los 
tiosulf inatos, en diferentes preparados comerciales que 
podrian servir de soporte de estos productos para su 
aplicaci6n en superficie o dentro de alimentos. Los 
tiosulf inatos son los productos del a jo m&s inestables, en su 

10 des compos icion se producen a su vez otros subproductos (3), 
(24) y (25), como ajoenos, tiosulfonatos, sulfoxidos, sulfuros 
y polisulfuros . De los tiosulf inatos naturales, hemos usado 
como ejemplo el propiltiosulf inato de propilo (5), del que no 
existen referencias bibliogr&f icas explfcitas a su estabilidad 

15 en diferentes medios, ni de su actividad antimicrobiana f rente 
a hongos y bacterias contaminantes de alimentos y plantas. 

El propiltiosulf inato de propilo (5) , abunda en la 
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cebolla, la cebolleta, puerro, chalote, etc. (26), y es de los 
thiosulf inatos menos estudiados. Posee una actividad 
antimicrobiana muy parecida a la alicina (comparar TABLA-4 y 
TABLA-7), que es de los tiosulf inatos el m£s antimicrobiano 
5 (3), 



Tabla 7 



iviiV/iUv/i yai 1101 i iw ciioayauu 


5 


100ppm 


50ppm 


25ppm 


iVIIU[\J&\J\st*UO /LflC7C/Oj atolaUU Uo OcMvi IKsl IUI 1 


32 


25 


19 


RanMi ie man at aril im ATPr 1 17fl 
DaCii/Uo filULJcti&J lUfll, r\ I oV-» ij/o 


34 


27 


23 


Ran! Hi 10 r-curO) #c fPfT 1 1 7P 


35 


29 


22 




30 


24 


18 


f-Gftharirhif) nnli CF<TT515 

Uwvl # »wl If CI l/wl/j VUU 1 «J 1 v 


21 


17 


14 


Candida magno/iae, aislado de Queso 


38 


30 


22 


Candida krusei, aislado de Queso 


29 


18 


14 


Candida parapsilosis, aislado de Queso 


17 


14 




Saccharomyces cerevisiae, cect 1324 


44 


32 


28 


Penicilium sp., aislado de Queso 


34 


26 


22 


Aspergillus terreus, aislado amblente camara 


25 


22 


12 


Aspergillus Niger, cect 2700 


19 


13 


10 


Microorganismo ensayados 

(Aislados de la superficie platanos contamfnados) 


1000 
ppm 


uidd 

00s 


U 01 
3 0 


5 -* 
■0 ro 

3 « 


it 


3 0 


Penicillium sp. Cepa aislada n 9 1 


20 


18 


15 


11 


0 


0 


Penicillium sp. Cepa aislada n s 2 


25 


25 


15 


0 


0 


0 


Penicillium sp. Cepa aislada n e 3 


17 


15 


13 


10 


0 


0 


Penicillium sp. Cepa aislada n Q 4 


25 


23 


20 


13 


11 


0 


Colletotrichum sp. Cepa aislada n s 1 


43 


43 


40 


30 


20 


10 


Colletotrichum sp. Cepa aislada n s 2 


45 


48 


47 


35 


30 


20 


Fusarlum sp. Cepa aislada n s 1 


35 


25 


25 


15 


0 


0 


Fusarium sp. Cepa aislada n fi 2 


20 


20 


15 


12 


10 


0 


Fusarium sp. Cepa aislada n e 3 


33 


30 


15 


0 


0 


0 


Levadura (sin identificar) 


65 


63 


55 


50 


45 


40 



5 
o 
3 
o 



S s 

(0 > 

to 



3 
o 

38 



si 

(ft > 

■o w" 
O 57 

ll 

O « 

w a 
8 * 
=r -n 
» 5 

B? 



Datos expresados en mm del halo de inhibition 
Dosis no ensayada 



Hemos comprobado su estabilidad en diferentes 
soportes, algunos usados como recubrimientos (en alimentos y 
10 para tratamientos post-cosecha) , como podemos ver en la TABLA- 
8 donde hemos puesto algunos posible soportes a modo de 
ejemplo, que comprenden dispersiones de polisacaridos y/o 
gomas alimentarias (goma xantana, goma ar&biga, almidones, 
etc.), emulsiones pl&sticas de acetato de polivinilo y 
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acrilicas, dispersiones y/o emulsiones de gliceridos y 
sucro^steres . Todos ellos con los conservantes habituales en 
alimentacion como la pimaricina, sorbatos, parabanes, 
propionatos, cLcido citrico, clcido ac^tico, etc. La estabilidad 
fue seguida durante un periodo de tiempo entre los 2 y 3 
meses . 



Tabla-8 


Medio/Soporte 


ppm de PTS 


% 


Emulsion PVA 


A 


5000 


67 


B 


7500 


71 


C 


10400 


67 


Emulsion 
Acrflica 

(Mowilith® 
7281) 


A 


5200 


87 


B 


7500 


84 


C 


10300 


77 


Dispersion de 
Sucroesteres 
25% 


A 


5400 


80 


B 


7200 


86 


C 


10900 


86 


Emulsion de 
Gliceridos 
Acetilados, 
50% 


A 


5100 


72 


B 


8000 


91 


C 


10300 


81 


Emulsi6n de 
Gliceridos 
acetilados, 
30% 


A 


5200 


90 


B 


7900 


91 


C 


10800 


93 


Dispersion de 

Gomas 
Alimentarias 


A 


5000 


88 


B 


7800 


91 


C 


10200 


90 



Ademas, hemos comprobado que su efectividad apenas 
se ve mermada por la presencia del soporte, tal y como podemos 
ver en laTABLA-9, donde demostramos que la efectividad en una 
emulsi6n de acetato de polivinilo no se ve alterada, y resulta 
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ser muy competitiva frente a los diversos conservantes 
habitualmente usados para estos recubrimientos de alimentos. 



Tabla 9 





Emulsiones de Acetato de Polivinilo 


MICROORGANISMO ENSAYADO 


5 

5000ppm 


5 

10000ppm 


Pimaricina 
2000ppm 


Penicilium sp, alslado de Queso 


25 


29 


18 


Aspergillus Niger, CECT2700 


33 


43 


20 


Geotricum candidum, cect 1902 


18 


20 


15 


Mucor plumbeUS, alslado de Queso 


12 


13 


13 



Datos expresados en mm del halo de inhibition 



5 Como ejemplos tambien podemos incluir algunos otros 

derivados que conservan una extraordinaria actividad, como 
son: n-butiltiosulf inato de n-butilo (6) (27) y 
propiltiosulf onato de propilo (7) , este ultimo representa una 
serie de productos activos con la funcion org&nica 
10 tiosulf 'onato , provenientes de la descomposici6n o 
trans f ormaci 6n de los tiosulf inatos, y que mantiene una 
interesante actividad biol6gica, como podemos ver en la TABLA- 
10, muy s erne j ante a 5 (comparar con la TABLA- 7) . 




Tabla 10 



Microorganismo 


6 


7 


Ensayado 


1000ppm 


1000ppm 


Bacillus subtilis, alslado de Pimentdn 


60 


65 


Staphylococcus aureus, alslado de Hamburguesa 


45 


55 


Salmonella typhimurium, atcc 13311 


20 


31 


Penicillium italicum, cect 2294 


67 


65 


Mucor plumbeus, alslado de Queso 


17 


13 



Datos expresados en mm del halo de inhibition 



De todo lo anteriormente mencionado podemos sugerir un 
rango de dosis de aplicaci6n para estos productos, teniendo en 
20 cuenta que debido a la potente actividad antimicrobiana que 
exhiben, podrian no s61o estar en dosis paliativas, frente a 
un determinado problema microbiol6gico, sino tambien disminuir 
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su presencia hasta dosis que podriamos considerar preventivas. 
No olvidemos, como hemos referido con anterioridad, que la 
efectividad antimicrobiana y las propiedades aromaticas de 
estos compuestos pueden ser complementarias . Sugerimos las 
5 siguientes dosis de extracto y/o compuesto activo: 

• Para el interior de un alimento, una dosis minima de 1 
a 5ppm, y maxima de 5% (p/p) . 



10 • Para tratamientos en superficie, en el producto a 

aplicar, dispersados en cualquier medio, o incluido en 
un recubrimiento: minima de lOppm, y mdxima de 10% 
(P/P) . 



15 • Tratamientos agrxcolas, dosis en el producto a aplicar 

en campo o postcosecha: minima de lOppm y mdxima de 
50% (p/p) . 

• Tratamientos de desinf eccion, dosis en el producto 
20 final para aplicar: minima de lOppm y maxima de 50% 

(P/P) . 

Un importante efecto conseguimos si, ademds de 
soportar estos productos usando un recubrimiento, los 

25 encapsulamos usando diversos metodos (28), como en aceites, 
gomas alimentarias, etc. y los anadimos al recubrimiento 
formando finalmente parte de el . Tambien el uso del 
encapsulado para el interior de los alimentos resulta ser muy 
util, al igual que en la desinf eccion y tratamientos pre- y 

3 0 postcosecha. Con la encapsulaci6n conseguimos: 



1. Estabilizar aun iticis los productos que resultan labiles, 
siendo ahora estabilizados : a) al formar enlaces (por 
ejemplo, puentes de hidrogeno) con el sopor te 
35 encapsulador, evitando asi reacciones intramoleculares , y 
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b) tambien inmovilizando la mol£cula aiin si el soporte 
esta temporalmente en estado liquido, por ejemplo, 
fundido o en emulsiones, disoluciones y dispersiones, 
evitando en este caso reacciones intermoleculares . 
5 Conseguir una mayor estabilidad, nos permite aumentar las 

posibilidades de campos y de condiciones de aplicacion 
( tempera turas, pH, etc), 

2. Modular la presencia de la materia activa en el alimento, 
10 recubrimiento, como agente desinf ectante y en los 

tratamientos pre- y prostcosecha en funcidn de la 
demanda del antimicrobiano, quedando este en reserva 
hasta que la demanda lo libere debido a una contaminaci6n 
biol6gica. Esto prolonga su eficacia mucho mcLs en el 
15 tiempo y por tanto hace mas eficaz la actividad 

antimicrobiana del recubrimiento. 

Como ejemplo de agente encapsulante hemos utilizado 
' los complejos formados con las ciclodextrinas naturales, a, P 

20 y y. Estas ya han sido descritas como estabilizantes y 
moduladoras de la actividad antimicrobiana de la alicina (1) 
(29) , la novedad en nuestro caso, es incorporar estos 
antimicrobianos encapsulados al recubrimiento alimentario y 
que queden formando parte de dl, sobre el alimento. Como 

25 ejemplo, en este caso, hemos usado el producto 5 
(propitiosulf inato de propilo) , para formar los complejos de 
encapsulaci6n con las ciclodextrinas naturales antes 
mencionas, hemos comprobado su actividad, tanto de los 
complejos tal cual (ver TABLA-11) . Como podemos ver, y de 

30 acuerdo a lo encontrado en bibliografia para la alicina (29), 
la actividad antimicrobiana del producto no se ve alterada, al 
formar ninguno de los complejos con las ciclodextrinas. Las 
ligeras variaciones se justifican debido a la mayor o menor 
liberacion del compuesto activo para cada tipo de complejo. 



35 
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La efectividad de la encapsulacion, y mas 
concretamente formando complejos con ciclodextrinas , la 
podemos observar en el ejemplo de aplicacion n 2 l. 



Tab!a11 



CEPAS ENSAYADAS 


Complejo 
a-CD* 


Complejo 
B-CD* 


Complejo 
yCD* 


5 


250* 


125" 


250* 


125* 


250* 


125* 


250" 


125* 


Staphylococcus aureus 

Alslado de Hamburguesa 


19 


9 


22 


11 


22 


11 


23 


13 


Bacillus subtllls 
Aislado de Pimenttn 


28 


23 


32 


27 


33 


28 


35 


27 


Escherichia coli 

CECT515 


17 


12 


.19 


15 


18 


15 


18 


15 


Candida krusei 

Alslado de Queso 


33 


27 


37 


32 


36 


33 


38 


33 


Penicilllum sp. 

Alslado de Queso 


40 


33 


43 


34 


44 


36 


42 


37 


Aspergillus Niger 

CECT2700 


33 


18 


35 


22 


36 


20 


37 


21 


Geotricum candidum 

CECT1902 


40 


33 


40 


35 


42 


37 


41 


35 



Datos expresados en mm del halo de inhlbicldn 

* a-CD, p-CD y y-CD se refieren a los complejos de 5, 10% (p/p), con a, P y -y-ciclodextrina respectlvamente. 

* Son las concentraclones ppm, que en el caso de los complejos con ciclodextrinas se reflere, a las cantldades 
efectlvas de 5. 



5 

Eficacia "in vivo" en el control biologico de Hongos 
en el tratamiento post-cosecha de cerezas, variedad "picota 
pi co Colorado". 

10 

A) ENSAYOS DE 5 (propiltiosulf inato de propilo) 

Se realizaron ensayos con dos concentraciones de 5, 
500 y lOOOppm, para el control de los hongos patogenos 
15 Penicillium expansum y Monilia fructigena. 

En el caso de Penicillium expansum, los 
tratamientos de 5 a 500 y lOOOppm fueron eficaces para el 
control del desarrollo de las infecciones producidas por este 
20 hongo (FIGURA 1) . Asi desde las 48h hasta las 12 Oh, los frutos 
tratados con 5 a SOOppm, fue de un 26% a un 14% inferior al 
control en los frutos inoculados con 16603 esporas/jil, de un 
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13% a un 20% inferior en los frutos inoculados con 1660 
esporas/|xl. Asimismo el desarrollo de las infecciones, desde 
las 72h hasta las 12 Oh, fue de un 13 a un 20% inferior en los 
frutos tratados con 5 a 500ppm respecto al control a un nivel 
5 de inoculo de 166,03 esporas y de un 13 a un 20% 

inferiores a un nivel de inoculos de 16,6 esporas /jxl. Los 
didmetros de las infecciones producidas por el desarrollo del 
hongo, en frutos inoculados a concentraciones de 1660 y 166 
esporas /|Xl y tratadas con 5 a 500 y lOOOppm presentaban un 
10 dictmetro menor al control, ralentizando el desarrollo de las 
mismas . 

Los ensayos realizados con 5 f rente a Moniglia 
fructigena, se realizaron a dosis de 500 y lOOOppm, aiabos 

15 tratamientos resultaron ser muy eficaces para controlar el 
desarrollo de las infecciones producidas por este hongo, 
inhibiendo completamente el desarrollo del hongo en los 
tratamientos de 5 a 500ppm en frutos inoculados con 5 esporas 
/(ill y los tratamientos con lOOOppm en frutos inoculados con 50 

20 esporas (FIGURA 2) . 

B) Ensayos de compatibilidad de 5 (propiltiosulf inato de 
propilo) con un recubrimiento para post-cosecha: "FOODCOAT 
DMC . (producto con derivados de acido grasos como agente de 
25 recubrimiento de frutas y hortalizas) . 

Se realizaron ensayos con dos concentraciones de 5, 
500 y lOOOppm, combinado con FOODCOAT DMC a una concentraci6n 
de llg/1, f rente al desarrollo de hongos pat6genos Penicillium 
30 expansion y Monllia fructigena. 

Los ensayos de 5, a las dosis senaladas, combinado 
con FOODCOAT DMC, f rente a Penicillium expansum fueron 
eficaces en el control de las infecciones producidas por este 
35 hongo, incrementcindose la eficacia al aumentar la 
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concentraci6n de 5 (FIGURA 3). Concretamente los ensayos de 5 
a 500ppm con FOODCOAT DMC disminuyeron el desarrollo de 
Penicillium, desde las 48h hasta las 120h, entre un 33% a un 
54% con respecto al control, cuando los frutos fueron 
5 inoculados a concentraci6n de 16603 esporas/^ll, y disminuyeron 
entre un 7% a un 34% con respecto al control cuando los frutos 
fueron inoculados a concentraciones de 1660 esporas/|al. De la 
misma forma, los tratamientos con 5 a 500ppm y FOODCOAT DMC 
disminuyen, desde las 72 horas hasta las 120horas, el 

10 desarrollo de Penicillium en un 26% cuando los frutos son 
inoculados a concentraciones de 166 esporas/jul, y disminuyen 
un 20% el desarrollo del hongo cuando la concentraci6n del 
in6culo fue 16 esporas/|il. Por otra parte los diametros de las 
infecciones producidas por el desarrollo del hongo, cuando los 

15 frutos son inoculados a concentraciones de 16603 y 1660 
esporas/^1, son inferiores que el control en las cerezas 
tratadas. 

Los tratamientos combinados de 5 a lOOOppm y 
20 FOODCOAT DMC disminuyen, desde las 48 hasta las 120 horas, el 
desarrollo de Penicillium respecto al control, entre un 33 y 
67% en frutos inoculados con 16603 esporas/yl, y entre un 7 y 
47% en frutos inoculados a concentraciones de 1660 esporas/jxl. 
Asimismo disminuyen, entre las 72 y 12 0 horas, el desarrollo 
25 de un 13 a un 40% cuando los frutos son inoculados a 
concentraciones de 166 esporas/pl, y diminuyen un 26% el 
desarrollo del hongo cuando la concentracion del indculo fue 
de 16 esporas/|Lll . Los dictmetros de las infecciones producidas 
por el desarrollo del hongo, cuando los frutos son inoculados 
30 a concentraciones de 166 esporas/(Xl, son inferiores que el 
control en las cerezas tratadas. 

Los ensayos frente a Monilia fructigena, pese al 
escaso desarrollo de la enfermedad, son indicativos de la 
35 eficacia del tratamiento combinado de 5 y FOODCOAT DMC en el 
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control del desarrollo de las infecciones por Monilia. En la 
FIGURA 4 podemos observar la completa inhibici6n del 
desarrollo de la enfermedad de ambos tratamientos a 
concentraciones de inoculacion de 5 esporas/jil. Analizando los 
5 di£metros de las infecciones producidas durante el desarrollo 
del hongo nos encontramos que en los frutos inoculados con 500 
esporas/|4l, los didmetros de la heridas de las cerezas 
tratadas con 5 a 500 y lOOOppm con FOODCOAT DMC (llg/1) , 
presentan un di&metro inferior al control. 

10 

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS 

Para complement ar la descripci6n que se estd 
realizando y con objeto de ayudar a una mejor comprensi6n de 
15 la invenci6n, se acompana a la presente memoria descriptiva, 
como parte integrante de la misma, un juego de pianos, en los 
que con car£cter ilustrativo y no limitative se ha 
representado lo siguiente: 

20 La figura numero 1.- Representa la evaluaci6n de la 

infecci6n por Penicillium expansum en el tratamiento in vivo 
con 5 contemplado en el objeto de la invenci6n relativa a la 
utilizacion de extractos y compuestos de plantas del g&iero 
Allium como conservadores para la industria alimentaria y 

25 agroalimentaria. 

La figura ntimero 2.- Refleja la evaluaci6n de la 
infeccion por Moniglia fructigena en el tratamiento in vivo 
con 5. 

30 

La figura numero 3 . - Representa la evaluaci6n de la 
infecci6n por Penicillium expansum en el tratamiento in vivo 
con la combinacion de 5 y FOODCOAT DMC. 

35 La figura numero 4.- Corresponde por ultimo a la 
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evaluaci6n de la infecci6n por Moniglia fructigena en el 
tratamiento in vivo de 5 combinado con FOODCOAT DMC. 

MODOS DE REAL 1 2 AC I ON DE LA INVENCl6N 

5 

Obtencion de extractos 

Los extractos pueden obtenerse de cualquiera de los 
m^todos descritos en bibliograf la, bien con disolventes 
10 organicos (1), (2), (5), (24), o mediante maceraci6n en agua 
y posterior extracci6n con algun disolvente orgdnico (27) . 

Trituramos 2kg de de Ajo, ya pelado, y los mezclamos 
con 2 litros de agua, dejando dicha mezcla en agitacion (de 

15 lOmin a 24horas) , filtramos y recogemos el llquido que 
posteriormente extraemos primero con hexano y despu£s con n- 
butanol, secamos los disolventes de extracci6n sobre Sulfato 
s6dico anhidro, y evaporamos los disolventes. Obtenemos asi un 
extracto hexanico (0.1 al 2% p/p) , y otro alcoholico (0.5 al 

20 5% p/p) . No obstante tambidn podemos fraccionar la extraccion 
con disolventes de polaridad creciente, hexano, terc- 
butilmetil eter, acetato de etilo y finalmente n-butanol. 
Obteniendo extractos cuyos porcentajes podrlan encontrarse 
entre, 0.08 al 1%, 0.04 al 0.5%, 0.01 al 0.6%, 0.1 al 1.2%, 

2 5 respect ivamente . 

Los extractos asi obtenidos pueden aplicarse 
directamente afLadiendose en el interior de un alimento o en su 
superficie con algun soporte alimentario de los antes 
30 mencionados, o encapsulados convenientemente. 

Obtencion de tiosulf inatos • 

Pueden obtenerse bien mediante extraccion de 
35 extractos frescos de plantas del g&iero Allium (1), (2), (14), 
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o bien mediante slntesis de acuerdo con los metodos descritos 
en bibliografla (1-4), (6), (24), (25), (27). 

Ejemplo de preparacion de alicina (1) : Sometemos a 
5 vacio por debajo de O.SmmHg y a temperatura ambiente a 82g de 
disulfuro de dialilo comercial, hasta haber eliminado el 
sulfuro de alilo que lo impurifica. Disolvemos en 700ml de 
cloroformo, en un matraz provisto de agitacion, el producto 
restante, 69g, y la mezcla la enfriamos hasta alrededor de 

10 0 S C, en este punto, afiadimos dcido perac^tico (35%) , muy 
lentamente, y finalizada la adici6n, continuamos agitando unos 
30min. En frlo y manteniendo la agitacion, anadimos 140g de 
carbonato s6dico anhidro lentamente, finalizada la adicion de 
6ste dejamos agitando una hora, y f iltramos . Tras evaporar el 

15 disolvente eliminamos los restos de acido acetico mediante 
evaporaci6n a 0 S C a menos de 0.5mmHg. Obtenemos finalmente 
69. 5g de alicina -90% de pureza. 

En cualquier caso el tiosulfinato obtenido, se 
20 cromatograf la en columna sobre gel de sllice a 0 e C, mediante 
cromatografla "flash" (30), o convencional con polaridades 
crecientes de mezclas hexano/ terc-butil-metil £ter. 



La pureza de los compuestos as! obtenidos fue 
25 comprobada mediante HPLC, RMN- 1 !! y 13 C, y Espectrometrla de 
Masas (inyecci6n directa) . 

Pureza minima de los patrones >98%. Conservados a - 

80 2 C. 

30 

Obtencion de algunos de los productos de descomposicion de 
aliclxxa (1): Ajoeno (2) y vlnilditiinas (3 y 4) . 



35 



4.3g de 1, se disuelven en una mezcla Acetona: Agua, 
3:2 (v:v) , y se ponen a reflujo de 15 min a 4 horas, 
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evaporamos el disolvente y el producto restante tras eliminar 
el agua es 4.3g de producto de pirolisis (C) . 3.0g de C, se 
disuelven en 100ml de una mezcla metanol : agua, 1:1 (v/v) , y se 
extrae con 5x25ml de hexano, obteniendose tras evaporar 0.99g 
5 (D, 32%), y posteriormente con 4x25ml de cloruro de metileno, 
obteniendose tras evaporar 2.1g (E, 67%). La posterior 
purificaci6n mediante cromatograf ia liquida, rindi6 los 
productos 2,3 y 4. 

10 Sus estructuras y pureza fueron comprobadas usando 

los m6todos descritos para la obtencion de tiosulf inatos . 

Obtenci6n de algunos de los productos de descomposicion del 
propiltiosulf inato de propilo: Propiltiosulf onato de propilo 
15 (7). 

Obtenido mediante desproporcion del 

propiltiosulf inato de propilo (5): 50. Og de 5, se disuelven en 
500ml de agua con un pH comprendido entre 1 y 12, mantenemos 
20 la temperatura entre 25 y 100 S C durante un tiempo que puede 
oscilar entre lminuto y 15dias. Extraemos con cloruro de 
metileno y el producto resultante, se purifica mediante 
cromatograf ia liquida sobre gel de silice obteniendo 35g de 7. 

25 Sus estructuras y pureza fueron comprobadas usando 

los metodos descritos para la obtenci6n de tiosulf inatos . 

Preparacion de encapsulados de extractos y productos activos. 

30 De entre los posible encapsulamientos (28) hemos 

puesto como ejemplo la formacion de complejos con 
ciclodextrinas, el procedimiento ha sido id£ntico al descrito 
en bibliografia (29) . Como ejemplo explicamos a continuacion 
la formacion del complejo de p-ciclodextrina con 5: Disolvemos 

35 en agua entre 40 y 95 fi C, sobre la cual burbujeamos arg6n, 227g 
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de p-ciclodextrina. Sobre esta disoluci6n afiadimos muy 
lentamente, con agitaci6n, 35g de 5 disueltos en 80ml de 
etanol del 96%. Finalizada la adicion, dejamos agitar durante 
1 hora manteniendo la temperatura y posteriormente dejamos 
5 enfriar a temperatura ambiente entre 4 y 12 horas, a 
continuaci6n mantenemos la mezcla a 0 fl C durante 16horas. 
Filtramos y secamos en desecador sobre pentoxido de fosforo, 
obteniendo finalmente 23 8g de un polvo fino y cristalino, de 
complejo con (S-ciclodextrina, que contiene aproximadamente un 
10 10% (p/p) en 5. 

Pruebas de actividad antimicrobiana . 

Para evaluar la capacidad antimicrobiana hemos usado 
15 la tecnica de difusion en agar a partir de discos de celulosa 
de 6mm de dictmetro impregnados con las distintas dosis de 
ensayo del principio activo. 

Los grupos antimicrobianos ensayados han sido 
20 escogidos intentando cubrir los principales generos 
responsables de contaminacion microbiana en la industria 
alimentaria y agroalimentaria . 

La capacidad antibacteriana ha sido valorada f rente 
25 a suspensiones de 10 6 c6lulas/ml, preparadas a partir de 
cultivos puros j6venes de cada una de las cepas a ensayar. El 
medio de cultivo utilizado ha sido Miiller-Hinton (Merck) 

La capacidad antifungica ha sido valorada frente a 
3 0 suspensiones de 10 8 esporas/ml, recogidas a partir de cultivos 
puros de los mohos seleccionados y frente a suspensiones de 
10 7 c^lulas/ml para el caso de las levaduras . El medio de 
cultivo utilizado ha sido Sabouraud-glucosado 2% (Merck) . 



35 



Tras incubar las placas de cultivo inoculadas con 
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los diferentes microorganismos , a las temperaturas 

correspondientes , se midieron los halos de inhibicion 
microbiana aparecidos, dicha medida incluye los 6mm de 
diametro de los discos de celulosa. 

pruebas de establlidad sobre diferentes preparados de 
recubrimientos alimentarios comerciales . 



Los productos activos fueron afiadidos sobre 
10 diferentes preparados comerciales de recubrimientos 
alimentarios en diferentes dosis y se mantuvieron en un rango 
de temperaturas entre 15 y 30 2 C, monitorizando la estabilidad 
mediante HPLC. Todos ellos contenian, o no, los conservantes 
habituales en alimentacion como la pimaricina, sorbato de 
15 potasio, p-hidroxi-benzoatos de metilo y propilo, propionatos 
de sodio y calcio, dcido cftrico, acido acetico, etc., a fin 
de ver la estabilidad frente a 6stos en el preparado 
comercial . 



20 Algunos ejemplos de soportes utilizados: 

=> Emulsiones O/W de Acetato de Polivinilo (PVA) y 
Acrilicas . 



25 Dispersiones de gomas alimentarias (Goma Xantana, 

goma arabiga, etc.) en agua. 

=> Emulsiones O/W de derivados de acidos grasos: 
Gliceridos, sucro^steres, etc. 

30 

Pruebas de aplicaci6n con los preparados de recubrimientos 
alimentarios comerciales. 



Estas fueron llevadas a cabo de acuerdo a las 
35 instrucciones de aplicacion de dichos preparados comerciales 
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sobre los alimentos por ininersi6n, tales como salchich6n, 
chorizo, queso, etc. (ver ejemplos de aplicacion) , con 
diferentes dosis de producto antimicrobiano. 

5 Pruebas de aplicacion con los productos antimicrobianos dentro 
de alimentos: Seguimiento de la calidad microbiol6gica y 
conservacion de los alimentos. 

Las pruebas fueron realizadas en productos c^rnicos 
10 tales como hamburguesas y salchicha fresca, en diferentes 
dosis, sin y con los conservantes habituales (sulfitos) . 

Se prepara cada muestra por quintuplicado y se 
realiza un control de calidad microbiol6gico en el tiempo, 
15 realizandose un triplicado de cada muestra. 

=> Los par&metros microbiologicos analizados han sido los 
siguientes : 

20 ■ Aerobios mesofilos totales 

■ Coliformes 

■ scherichia coli 

25 

■ Salmonella (presencia/ausencia en 25 g) 

==> Dichos par&netros se han analizado a distintos tiempos: 

30 ■ 0 dlas 

■ 4 dias 

■ 7 dias 

35 



WO 2005/089571 



PCT/ES2004/000098 



32 

METODOLOGIA: 

A continuacion se describe la metodologia utilizada 
en el control de calidad microbiol6gica en el tiempo para los 
5 siguientes parametros microbiologicos : 

■ Recuento de microorganismos aerobios mes6filos 
revivif icables . 

10 ■ Invest igacion y recuento de enterobacterias lactosa - 

positivas (coliformes) . 

■ Investigaci6n y recuento de Escherichia coli. 
15 ■ Investigaci6n de Salmonella. 

RECUENTO DE AEROBIOS TOTALES MESOFILOS 

El metodo utilizado para determinar el numero de 
20 g^rmenes por gramo ha sido el de recuento en placas, partiendo 
de una serie de diluciones decimales de la muestra y 
utilizando la tecnica por siembra en superficie. 

El medio de cultivo utilizado ha sido un agar 
25 nutritivo (P.C.A. de Merck) preparado sobre placas Petri, 
sobre el que a partir de la serie de diluciones decimales de 
la muestra (desde -1.... hasta -6, en caldo triptona de soja 6 
TSB de Merck) se ha transferido 0.1 ml de cada una de las 
diluciones . 

30 

La T fi de incubaci6n de las placas ha sido de 

31+1*C. 

EL resultado final se expresa como el recuento total 
35 de microorganismos por gramo de muestra (dicho recuento se 
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realiza en las diluciones en las que se detecten entre 30-300 
colonias/placa) . 

INVESTIGACION Y RECUENTO DE ENTEROBACTERIAS LACTOSA-POSITIVAS 
5 (COLIFORMES) 

El metodo utilizado para la deteccion de 
Enterobacteriaceae lactosa-positivas (coliformes) se basa en 
su capacidad para f ermentar la lactosa con producci6n de cLcido 
10 y gas en presencia de sales biliares. 

Para ello hemos realizado un recuento en medio 
liquido para deterxninaci6n de un 1SIMP sobre caldo lactosado 
biliado verde brillante (caldo Brila de Merck) . 

15 Dicho caldo Brila se prepara en una gradilla con 3 

series de tres tubos por cada una de las muestras a analizar. 
Cada tubo contiene 10 ml de caldo Brila y 1 campanita Durham. 

En cada uno de los tubos de la primera serie, se 
20 vierte 1 ml de la diluci6n de la muestra al 1:10 6 (-1). 

En cada uno de los tubos de la segunda serie, se 
vierte 1 ml de la dilucion de la muestra al 1:100 6 (-2) . 

25 En cada uno de los tubos de la tercera serie, se 

vierte 1 ml de la diluci6n de la muestra al 1:1000 6 (-3) . 

Se incuban las tres series a 31 + l a C, haciendo 
lectura a las 24 y 48 horas . 

30 

La reaccion es positiva cuando se produce 
desprendimiento de gas en la campana Durham, por lo menos en 
1/10 parte de su volumen. 



35 



Con el numero de tubos positives en cada serie, se 
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recurre a la tabla de numero mds probable (N M P) y se 
extrapola el dato. 

Finalmente el resultado se expresa como el recuento 
5 de coliformes por gramo de la muestra. 

INVESTIGACION Y RECUENTO DE ESCHERICHIA COLI 

Se parte de los tubos positives en Caldo Brila 
10 obtenidos en la investigaci6n de coliformes, de acuerdo al 
siguiente protocolo: 

Todos los tubos que presentan producci6n de gas se 
subcultivan con asa de siembra de nuevo sobre tubos 
15 conteniendo 10 ml de Caldo Brila (con campana Durham) , 
llevcindose a incubar a 44.5 2 C durante 24-48 horas. 

Transcurrida la incubaci6n se presume la existencia 
de Escherichia, coli en todo tubo con crecimiento y con 
20 formacion de gas en las condiciones anteriores. 

Como medio selective de confirmaci6n se ha utilizado 
el agar eosina azul de metileno (EMB. Merck) aislando sobre 
placas conteniendo EMB a partir de todos los tubos positivos . 

25 La aparici6n de colonias que mi den 2-3 mm de diametro, (planas 
o ligeramente concavas) , con centros oscuros casi negros, que 
ocupan las % partes de la colonia, que con luz reflejada 
muestran a veces un brillo metdlico verdoso, seguramente son 
Escherichia coli cuya confirmacion se realiza mediante la 

30 prueba bioquimica del indol. 

Cuando coincide crecimiento positivo (gas) en caldo 
Brila a 44.5 fi C, producci6n de indol y crecimiento 
caracteristico sobre agar EMB, se hace la lectura en la tabla 
35 de NMP y se extrapola el dato. 
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El resultado se expresa como el numero de 
Escherichia coli por gramo de muestra. 

5 INVESTIGACION DE SALMONELLA 

La sistem&tica analitica utilizada consto de tres 

etapas : 

10 a) Pre-enriquecimiento en medio liquido no selectivo. 

b) Enriquecimiento en medio liquido selectivo. 

c) Aislamiento dif erencial sobre medios s6lidos 
selectivos . 

15 

a) Pre-enriquecimiento no selectivo 

El medio de eleccion es el agua de peptona 

tamponada . 

20 

Se pesan as^pticamente 25 g del producto a analizar 
y se diluyen en 225 ml de agua de peptona tamponada para 
obtener una dilucidn al 1:10. Se mezcla bien y se lleva a 
incubar a 37 2 C durante 16-20 horas. 

25 

b) Enriquecimiento en medio liquido selectivo 

Se agita el cultivo de pre-enriquecimiento y se toma 
con pipeta est^ril 10 ml del mismo sembrcindolo sobre 100 ml de 
3 0 caldo selenito-cistina (Merck) incubando a 37 9 C durante 18-24 
horas . 

c) Aislamiento dif erencial sobre medios selectivos s61idos 

35 A partir del cultivo obtenido en el medio liquido 
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selective caldo selenito cistina, se siembra, por duplicado y 
sin recargar el asa en la segunda placa, sobre: Agar Haektoen 
(HE, Merck) , sobre Agar - xilosa - lisina - desoxicolato 
(XLD, Merck) , Agar Rambach (Merck) , Agar SS (Merck) . 

5 

Se incuban en estufa a 37 S C, todas las placas 
sembradas, durante 24-48 horas. 

Se da como positivo el ensayo cuando se detectan las 
10 colonias tipicas en al menos dos de los cuatro medics, que se 
confirman con pruebas bioqulmicas complement arias, 
Pruebas de eficacia de los productos antimicrobianos como 
agentes de Biocontrol de Enf ermedades Fungicas en Cerezas. 

15 Materiales : 

Cepas usadas: aisladas de la cereza. 

Medio PDA para el aislamiento y cultivo de los hongos 
patogenos de cerezas (Penicillium expansum y Monilia 
20 fructigena) 

Agua con Twenn 0.05% 

Agua esteril 

25 

Producto antifungico disuelto en agua esteril a 500 y lOOOppm, 
con y sin preparado de recubrimiento FOODCOAT DMC en base a 
derivados de acido grasos (25%), en una dosis de llg/1. 

30 Pat6genos : 

Dos hongos patogenos de cerezas Penicillium expansum 
y Monilia fructigena, fueron obtenidos de frutos durante su 
conservacion post-cosecha. La recogida de las esporas de los 
35 hongos, utilizadas para la inoculacion de los frutos, se 
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realiz6 por inundacion de la placa de cultivo de una semana de 
antigtiedad con agua con tween 0.05% para resuspender las 
esporas de Penicillium expansum, o con agua para resuspender 
las esporas de Monilia fructigena. Posteriormente son 
5 filtradas las suspensiones a trav6s de gasas est£riles. El 
recuento de esporas fue realizado con una CcLmara Thoma de 
recuento, para posteriormente ajustar las concentraciones a 
16603 esporas para Penicillium expamsum y 500 esporas /pi 
para Monilia fructigena. A partir de estas soluciones madre, 
10 se realizaron cinco disoluciones sucesivas 1:10 de cada 
concentracion . 

Preparaci6n del fruto e inoculaci6n : 

Tras el lavado y secado de las cerezas, se realizd 

15 una incision superficial de 2mm, con una aguja de siembra, en 
la cara opuesta a la cicatriz de sutura del fruto. 
Inmediatamente se inocularon 3 pi de las suspensiones de 
esporas de hongos patogenos en las incisiones realizadas. Los 
frutos se conservan durante 24 horas en CcLmaras a 0 fi C para el 

20 curado de la zona de incisi6n. Posteriormente son sumergidos 
durante 30 segundos en las suspensiones de los agentes de 
control biol6gico a ensayar. Finalmente los frutos son 
almacenados en camaras a 20 a C y diariamente se contabilizan el 
numero de colonias desarrolladas y el tamano de las mismas . 

25 

EJEMPLOS DE LA INVENCION 

1.- Actividad conservadora sobre superficie de gueso: 

30 Incorporacion de los compuestos o extractos en los 

recubrimientos alimentarios con base de emulsi6n de PVA para 
queso: 

l.-A) Incorporacidn de 5 directamente sobre la emulsion: 

35 
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Sobre emulsiones de iKg de PVA, se afladen las 
cantidades de PTS y pimaricina con sorbato potcLsico (entre 
5000 y ISOOOppm) tal y como aparecen en la tabla 
correspondiente. Dichos preparados se diluyen 1:1 con agua y 
5 se sumergen en ellos piezas de queso fresco sin tratamiento de 
superficie, envasado al vaclo. Las piezas una vez secas se 
introducen cada una en un recipiente herm^ticamente cerrado y 
se dejan a temperatura ambiente. Realizamos un seguimiento de 
las mismas, observ&ndose la aparici6n de moho en su superficie 
10 en los dlas aqui expuestos : 



MUESTRA 


Ppm de 5 


ppm PIMARICINA 


Aparicion visible 
de moho a los 


1 




2000 


10-15 dias 


2 


5000 




25-31 dfas 


3 


10000 




>31 dfas 



Las cantidades de 5 afladidas a las emulsiones de PVA 
15 no alteran las propiedades f isicoquimicas ni film6genas del 
film resultante una vez saca la emulsion. 

l.-B) Incorporacion de 5 formando parte de un complejo con a- 
ciclodextrina y fi-ciclodextrina al 10% (p/p) 

20 

Sobre emulsiones de IKg de PVA, se anaden las 
cantidades de complejo en ciclodextrinas oc (muestra 2) y P 
(muestra 3), de forma que la cantidad de producto activo, 5, 
es de SOOOppm, por otra parte preparamos una muestra (n fi 1) 
25 con pimaricina (2000ppm) y sorbato pot&sico (entre 5000 y 
ISOOOppm) : Procedimos de igual manera que en el caso anterior 
al aplicar los productos, y realizamos un seguimiento de las 
muestras, observandose la aparici6n de moho en la superficie 
del queso de acuerdo a la tabla siguiente: 

30 
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MUESTRA 


ppm 5 


ppm PIMARICINA 


Aparicion visible 




en complejo 




de moho a los 


1 




2000 


10-16 dias 


2 


5000 




28-31 dias 


3 


5000 




28-31 dias 



Las cantidades de los complejos de 5 con las 
ciclodextrinas no alteran las propiedades f isicoqulmicas ni 
5 filmogenas del film resultante una vez saca la emulsion. 

Como podemos ver la actividad de la pimaricina es 
seme j ante. En cambio el tiempo de conservaci6n del queso ha 
sido ligeramente mayor o igual para los complejos con 
10 ciclodextrinas de 5, que cuando £ste se agrega libre, 

2.- Actividad conservadora sobre superficie de embutidos, 
tripas culares de chorizo y salchichon: Incorporaci6n de los 
compuestos o extractos el recubrimiento alimentario con base 
15 de sucro^steres o diluido en agua. 

Muestra 1: En primer lugar una serie de tripas cular 
de cerdo, se sumergen en una dispersion de pimaricina en agua, 
500ppm, durante tres horas. Posteriormente se procede a 
20 embutir dos piezas de 600g cada una. 

Posteriormente embutimos otras 6 piezas de 600g cada 
una y se tratan de la siguiente manera: 

25 • Muestra control: Dos piezas se dejan sin tratamiento. 

• Muestra 1: Con tripas sumergidas en una suspensi6n de 
pimaricina a 500ppm y posteriormente se embuten. 

30 • Muestra 2: Dos se sumergen durante 2 minutos en una 

dispersi6n de sucroesteres en agua (10-40g/kg de agua), 
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con una concentraci6n de 3000ppm de PTS. 

Todas las piezas se someten a un estufaje entre 24 y 
26 a C, y 90% humedad relativa, durante 72 horas. Poster iormente 
5 se cuelgan y se dejan curar. Realizamos un seguimiento del 
aspecto externo y obtenemos los siguientes resultados : 



Muestra 


Apariclon de moho a los: 


Control 


4-6 dfas 


1 


6dias 


2 


13dias 



10 3.-Actividad conservadora dentro de los alimentos de alicina 
(l)x Hamburguesas y Salchicha fresca. 

Se preparan dos productos c&rnicos crudos diferentes 
(salchichas y hamburguesas) que se tratan con diferentes dosis 
de alicina. 

15 

• Las dosis de ensayo utilizadas han sido: 25, 50 y 100 
ppm. 

Se prepara cada muestra por quintuplicado y se 
20 realiza un control de calidad microbiol6gico en el tiempo, 
realizandose un triplicado de cada muestra. 

• Los par&netros microbiologicos analizados han sido los 
siguientes : 

25 

o Aerobios mesofilos totales 
o Coli formes 
3 0 o Escherichia coli 



o Salmonella (presencia/ausencia en 25 g) 
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• Dichos parcimetros se han analizado a distintos tiempos: 

o 0 dlas 
5 o 4 dlas 

o 7 dlas 

• Las referencias de las muestras quedaron de la siguiente 
10 forma: 

Hamburguesa control: H-C 

Hamburguesa tratada con 25 ppm de 1: Lote 1/ H-l 

15 

Hamburguesa tratada con 50 ppm de 1: Lote 2/ H-2 
Hamburguesa tratada con 100 ppm de 1: Lote 3/ H-3 
20 Salchicha control: S-C 

Salchicha tratada con 25 ppp de 1: Lote 1/ S-l 
Salchicha tratada con 50 ppm de 1: Lote 21 S-2 

25 

Salchicha tratada con 100 ppm de 1: Lote 3/ S-3 

Los result ados obtenidos en los ensayos 
especif icados se muestran en las tablas adjuntas. 

30 

En las tablas 12 y 13 se muestran los resultados 
obtenidos tras el an&lisis microbiologic© inicial preparaci6n 
de hamburguesas y salchichas, respect ivamente, con su 
distintas dosis de tratamiento (es decir a t=0 dias) , 

35 
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En las tablas 14 y 15, aparecen los datos de los 
resultados obtenidos en el analisis microbiol6gico realizado 
tras 4 dlas de la preparacion y tratamiento de dichas muestras 
de hamburguesas y salchichas respectivairiente. 

5 



Tabla12 

t=0dias 


Aerobios 
totales 
Ufc/g 


Coliformes 
Ufc/g 


Escherichia coli 
ufc/g 


Salmonella 
( en 25 g) 


Control 
H-C 


3,43x1 0 e 


150 


23 


presencia 


Lote 1 
H-1 


2,17x10 6 


150 


23 


presencia 


Lote 2 
H-2 


9,01x10 s 


150 


23 


presencia 


Lote 3 
H-3 


4,08x10 s 


150 


23 


presencia 



10 



Tabla 13 

t=0dias 


Aerobios 
totales 
ufc/g 


Coliformes 
Ufc/g 


Escherichia coli 
ufc/g 


Salmonella 
( en 25 g) 


Control 
S-C 


3,55x10 s 


4 


3 


ausencia 


Lote 1 
S-1 


2,24x10 s 


3 


<3 


ausencia 


Lote 2 
S-2 


8,99x1 0 4 


<3 


<3 


ausencia 


Lote 3 
S-3 


6,06x1 0 4 


<3 


<3 


ausencia 
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Tabla 14 

T=4dias 


Aerobios 
totales 
ufc/g 


Coliformes 
ufc/g 


Escherichia coli 
ufc/g 


Salmonella 
( en 25 g) 


vUI III Ul 

H-C 


fc, / OA 1 V 








Lote 1 
H-1 


1,56x10 8 


>2400 


150 


presencia 


Lote 2 
H-2 


6,23x1 0 7 


1100 


150 


presencia 


Lote 3 
H-3 


3,1 7x1 0 7 


150 


43 


presencia 



Tabla 15 

t=4 dfas 


Aerobios 
totales 
ufc/g 


Coliformes 
Ufc/g 


Escherichia coli 
ufc/g 


Salmonella 
( en 25 g) 


Control 
S-C 


3,27x1 0 6 


240 


11 


presencia 


Lote 1 
S-1 


3,08x1 0 6 


21 


4 


presencia 


Lote 2 
S-2 


2,72x1 0 6 


7 


4 


presencia 


Lote 3 
S-3 


3,10x10 s 


<3 


<3 


presencia 



5 La calidad microbiol6gica inicial detectada en las 

hamburguesas, en cuanto a todos los parctmetros microbiologicos 
analizados fue mds desfavorable que la de las salchichas, 
detect&ndose incluso la presencia de Salmonella a tiempo 0. 



10 



En cuanto a la eficacia sobre los diferentes grupos 
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microbianos analizados, se puede deducir que las tres dosis 
utilizadas reducen en mayor o menor grado los recuentos 
obtenidos sobre dichos grupos. 

5 Para el caso de los aerobios mes6filos totales y 

para la dosis de 100 ppm se consigue una reducci6n de una 
unidad logaritmica tanto para todas las muestras de salchichas 
como para el caso de hamburguesas, respectivamente a sus 
controles sin tratar. Dicha reduccidn se mantiene en el tiempo 
10 (ver evoluci6n en el tiempo de 0 a 4 dias) . La dosis de 50 ppm 
tambi&i tiene cierto grado de ef ectividad, siendo menos 
signif icativa la reduccion conseguida por 25 ppm del principio 
active 

15 En relaci6n a la reducci6n conseguida para el grupo 

de los coliformes, tambien es signif icativa practicamente 
para las tres dosis ensayadas. Dicha reducci6n y para el caso 
de hamburguesas inicialmente no se manifiesta, para 
posteriormente hacerse patente a los 4 dias . Para el caso de 

20 las salchichas desde el primer momento se detectan diferencias 
que igualmente se definen mas patentes en el transcurso del 
tiempo. 

La reducci6n provocada por el producto ensayado 
25 sobre los coliformes, se vuelve a corroborar especif icamente 
con Escherichia coli. 

Por otra parte y en relaci6n a Salmonella. 
Inicialmente no se detect6 para el caso de salchicha pero si 
30 en hamburguesa. Las dosis de 50 y 100 ppm consiguen inhibir el 
crecimiento de Salmonella. 



35 
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REIVINDICACIONES 

1. - Utilizaci6n de extractos y compuestos de plantas 
5 del g&iero Allium como conservadores para la Indus tria 

alimentaria y agroalimentaria aplicables como antimicrobianos 
como conservadores de alimentos para hombres y animales, tanto 
dentro de £stos como, muy especialmente, en la super ficie de 
los mismos, tratamiento de plantas en cosecha y tratamientos 

10 post-cosecha y desinfecci6n ambiental en la industria 
alimentaria, agroalimentaria y en todo tipo de instalaciones, 
caracterizado por utilizar Thiosulf inatos en general, Ajoeno 
constituido por una mezcla de isomeros E y Z o de cada uno de 
ellos por separado, Thiosulf onatos en general, Vinil ditiinas 

15 y productos resultantes de la descomposicion o trans formacion 
de los tiosulf inatos, tanto en lo relativo a los productos 
aislados como a la mezcla resultante o diferentes 
fraccionamientos de la misma, usando de partida para la 
des compos ici6n o trans formaci6n, tiosulf inatos puros o mezclas 

20 de ellos, estos disueltos en algun disolvente o mezcla de 
disolventes de cualquier tipo (organico, inorganico y/o agua) , 
y en cualquier tipo de condiciones, bien de tempera tura, o de 
concentraciones, presi6n, pH, etc, y cualquiera que sea el 
tiempo que dure o se mantenga la trans formaci6n o 

25 descomposici6n. 

2. - Utilizacion de extractos y compuestos de plantas 
del genero Allium como conservadores para la industria 
alimentaria y agroalimentaria, segun la primera 

30 reivindicaci6n, caracterizado por permitir su aplicacion 
estando incluidos dentro de recubrimientos de cualquier tipo. 
Pudiendo estar estos recubrimientos inicialmente en forma 
llquida, para su aplicacion como preparados liquidos, como son 
las emulsiones, suspensiones, dispersiones o en disoluciones, 

35 o bien tratarse de recubrimientos s61idos de cualquier clase, 
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cuya finalidad sea envolver o estar en contacto con alimentos, 
como por ejemplo pudieran ser el polietileno, polipropileno, 
papel, ceras (naturales o no), etc. 

5 3.- Utilizacion de extractos y compuestos de plantas 

del genero Allium como conservadores para la industria 
alimentaria y agroalimentaria, segun la primera 
reivindicacion, caracterizado porque los extractos y/o 
compuestos pueden estar incorporados en cualquier tipo de 
10 encapsulamiento, y la incorporaci6n de este encapsulado, a su 
vez, bien dentro del alimento, o en su superficie, o bien 
incorporado en un recubrimiento segun la reivindicaci6n 2 . 

4 . -Utilizaci6n de los compuestos de las plantas del 
15 genero Allium como aromas o aromatizantes en la industria 
alimentaria o agroalimentaria, segun la primera 
reivindicaci6n, y su aplicacion, en el interior de un 
alimento, en su superficie, incluidos en recubrimientos o 
encapsulados de acuerdo a las reivindicaciones 2 y 3 • 

20 



25 



30 
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REIVINDICACIONES MODIFICADAS 

[recibidas por la Oficina International el 10 de Noviembre de 2004 (10.11.04): 
[reivindicaciones 1-4 reemplazadas por las rehindicaciones 1-3 modificadas] 

1.- Utilizaci6n de extractos y compuestos de plantas 
del g§nero Allium como conservadores para la industria 
5 alimentaria y agroalimentaria, de los destinados a ser 
utilizados como conservadores antimicrobianos para la industria 
alimentaria y agroalimentaria, en los alimentos destinados para 
ser consumidos por hombres y animales, tanto dentro de estos, 
como muy especialmente en la superficie de los mismos, asi como 

10 el tratamiento de plantas en cosecha y tratamientos postcosecha 
de productos agricolas como frutas, hortalizas, semillas, etc., 
y para desinfeccion de instalaciones , equipos y ambiente, 
especialmente en la industria alimentaria y agroalimentaria, 
empleando compuestos de plantas del genero Allium tiosulf inatos 

15 en general, 3-vinil-4H-l, 2-ditiina y 2 vinil-4H-l,3-ditiina, 
utilizando un compuesto del Ajoeno, const itui do por una mezcla 
de isomeros E y Z o de cada uno de el los por separado, como 
conservador antimicrobiano para la industria alimentaria y 
agroalimentaria, en los alimentos destinados para ser 

20 consumidos por hombres y/o animales, tanto dentro de estos, 
como muy especialmente en la superficie de los mismos, asi como 
en tratamientos postcosecha de productos agricolas como frutas, 
hortalizas,. semillas, etc., y para desinfecci6n de 
instalaciones, equipos y ambiente, especialmente en la 

25 industria alimentaria, agroalimentaria, asi como por el empleo 
de las mezclas de productos resultantes de la descomposicion o 
transf ormacion de los tiosulf inatos, asi como las diferentes 
f raccionamientos de las mismas, como conservadores 
antimicrobianos de los alimentos destinados para- ser consumidos 

30 por hombres y animales, tanto dentro de estos, como muy 
especialmente en la superficie de los mismos, asi como el 
tratamiento de plantas en cosecha y tratamientos postcosecha de 
productos agricolas como frutas, hortalizas, semillas, etc., y 
para desinfecci6n de inBtalaciones, equipos y ambiente, 

35 especialmente en la industria alimentaria, agroalimentaria. 
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Usando como productos de partida para fabricar dichas mezclas 
de productos los tiosulf inatos puros o mezclas de ellos, estos 
disueltos en algun disolvente o mezcla de disolventes de 
cualquier tipo (organico, inorganico y/o agua) , y en cualguier 
5 tipo de condiciones para producir la descomposici6n, bien de 
temperaturas, o de concentraciones, presion, pH, etc., y 
cualquiera que sea el tiempo que dure o se mantenga la 
transformaci6n o descomposicion y el empleo de los extractos de 
plantas del genero Allium en tratamientos postcosecha de 

10 productos agricolas como frutas, hortalizas, semillas, etc, y 
para desinfeccion de instalaciones, equipos y ambiente, 
especialmente en la industria alimentaria, agroalimentaria, 
caracterizada por permitir su aplicacion dentro del campo de 
los recubr indent os de cualquier tipo, con independencia de que 

15 inicialmente presenten una forma liquida, para su aplicaci6n 
como preparados liquidos, como son las emulsiones, 
suspensiones , dispersiones o en disoluciones, o bien tratarse 
de recubrimientos solidos de cualquier clase, cuya finalidad 
sea envolver o estar en contacto con alimentos, como por 

20 ejemplo pudieran ser el polietileno, polipropileno, papel, 
ceras (naturales o no), etc. 

2. - Utilizacion de extractos y compuestos de plantas 
del genero Allium como conservadores antimicrobianos para la 

25 industria alimentaria y agroalimentaria, de acuerdo con los 
carapos de aplicacion mencionados en el primer apartado de la 
primera reivindicaci6n, caracterizado porque los extractos y/o 
compuestos pueden estar incorporados en cualquier tipo de 
encapsulamiento, y la incorporacion de este encapsulado, a su 

30 vez, bien dentro del • alimento, o en su superficie, o bien 
incorporado en un recubrimiento segun la reivindicacion 2 . 

3 . -Utilizacion de los compuestos de las plantas del 
g§nero Allium como aromas o aromatizantes en la industria 

35 alimentaria o agroalimentaria, de acuerdo con los campos de 
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aplicaci6n mencionados en el primer apartado de la primera 
reivindicacion, en el interior de un alimento, en su 
superficie, incluidos en recubrimientos o encapsulados de 
acuerdo a la reivindicacion 2. 
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FIG. 1 
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Control 
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FIG. 2 
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FIG. 3 
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